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RESUMEN

Existen pocos estudios longitudinales en Colombia que abarquen poblacién de
distintas zonas del pais para el entendimiento de la dindmica de la infeccién del virus
del papiloma humano (vPH). Una muestra representativa de 1.433 mujeres prove-
nientes de tres ciudades de Colombia con edades de 18-60 afios y visitas cada 6 + 2
meses durante dos anos, fueron sometidas a la prueba de Papanicolau y reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Las mujeres presentaron una tasa de incidencia de
2,49 infecciones/1.000 mujeres/dfa (IC 95%; 2,25-2,75); la tasa de incidencia para
lesiones fue de 0,043 lesiones/1.000 mujeres/dia (IC 95%; 0,021-0,086), mientras
que para la resolucion de la infeccién la tasa fue de 2,47 infecciones resueltas/1.000
mujeres/dia (IC 95%; 2,25-2,71). Un subgrupo de mujeres que presentaron lesiones
en la primera visita, tuvo una tasa de 3,92 regresiones de lesion/1.000 mujeres/dia
(IC 95%; 2,97-5,17). De 619 mujeres con infeccién, el 27% hizo infeccién persis-
tente y solo el 10% de 55 mujeres con lesién cervical mantuvo esta condicion. Las
tasas demuestran que fue frecuente la incidencia y la resolucion de las infecciones,
mientras que el estudio epidemioldgico de las lesiones requiere un mayor nimero de

mujeres y una cohorte de mayor duracién.

Palabras clave: VPH, incidencia, resolucién de la infeccidn, regresién de la lesion,

persistencia, tasa.
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SUMMARY

Epidemiological analysis of the incidence and resolution of the
infection by the Human Papillomavirus in women undergoing a
retrospective follow-up study

There are few longitudinal studies in Colombia that cover people from different
parts of the country to allow understanding the infection dynamics by Human Papil-
loma Virus (HPV). A representative sample of 1433 women from three Colombian
cities aged 18-60 years which were visited every 6 + 2 months during two years, were
submitted to the Papanicolau and reaction Polymerase chain (PCR) tests. Infection
incidence was 2.49 /1000 women/day (CI 95%, 2.25-2.75), the incidence rate for
lesion was 0.043 lesion/1000 women/day (CI 95%, 0.021-0.086), while for infec-
tion clearance the rate was 2.47 infection clearance/1000 women/day (CI 95%,
2.25-2.71). A women’s subgroup who reported having lesions on the first visit, had a
rate of 3.92 lesion—regressions/lOOO women/day (C195%,2.97-5.17). From a group
of 619 women with infection, 27% reported a persistent infection and only 10% of
55 women with cervical lesion kept this condition. Data showed that incidence and
infection resolution was frequent, while the epidemiological study of lesions would

require a greater number of women and a cohort of longer duration.

Key words: HPV, incidence, infection clearance, lesion regression, persistence, rate.

INTRODUCCION

La infeccién por el virus del papiloma humano (VPH) es un factor obligado para el
desarrollo del cancer cervical [1]; la asociacién entre la infeccion por el vPH y el céncer
cervical invasivo es muy estrecha, especifica y consistente, y es independiente de otros
factores de riesgo conocidos [2]. Se debe tener en cuenta que muchas de las infecciones
con anormalidades cervicales o sin ellas son transitorias, aproximadamente el 90% de
la poblacién hace una resolucién de la infeccién en 24 meses [3]; por tanto, se han
disefado distintos estudios de seguimiento para ver cdmo se relaciona la presencia viral
en pacientes con citologfa sana con el riesgo de padecer cancer de cuello de utero [4,
5], o miden otras posibles variables involucradas con el estilo de vida de las pacientes,
encontrando resultados diversos y en algunos casos contradictorios a lo esperado [6].

Los estudios transversales no permiten determinar la evolucién de las infecciones pro-
ducidas por el VPH; es decir, no se puede establecer incidencia, tiempo de resolucién

285



Vega Ruiz, Sanchez, Lozano

de las lesiones cervicales o persistencia de la infeccién viral. Por tanto, se ha visto la
necesidad de desarrollar estudios longitudinales, también llamados de seguimiento o
de cohorte, para evaluar el comportamiento del sistema inmune frente a la infeccién
por el virus a través del tiempo. Estos estudios muestran que la mayoria de las infeccio-
nes son transitorias y solo las mujeres que albergan infecciones persistentes logran desa-
rrollar una lesién escamosa intraepitelial cervical [7]; otros factores son probablemente
influenciados por la historia natural de las infecciones por el vPH.

En la mayoria de los estudios de cohorte, la incidencia se mide desde el momento en
que no se detecta infeccién por uno o varios tipos virales, que corresponde a la primera
visita en el seguimiento, hasta la deteccién del ADN viral que concierne a la tltima
visita. Se ha reportado que la incidencia por el VPH en estudios de seguimiento es alta,
especialmente por los tipos del vPH de alto riesgo (VPHAR) [3].

Determinantes virales, incluyendo el tipo y la carga viral, han sido identificados como
marcadores de persistencia o neoplasia cervical [8]. Sin embargo, factores de riesgo
medioambientales pueden tener un papel importante en la carcinogénesis cervical,
aunque no se sabe con certeza en qué estadio de la infeccién estos cofactores son
influenciables [9]. Ademds, la definicidn de persistencia ha variado significativamente
entre los estudios y cada estudio de cohorte difiere en cuanto a los métodos de detec-
cién y los tiempos del seguimiento [10]. En cuanto a la resolucién de las infecciones,
algunos estudios han reportado que las infecciones por el VPHAR se eliminan mas len-
tamente que las producidas por el vPH de bajo riesgo (VPHBR), y que la resolucién de
las infecciones estd, a su vez, relacionada con la duracién de la infeccién. Estudios mas
recientes sugieren que las infecciones por el VPH-16 tienen una tendencia mas bajaala
resolucién que otros tipos del veH [11].

Sin embargo, los estudios de seguimiento que se han llevado a cabo han sido en su
mayorfa en mujeres jovenes [12, 13, 14, 15, 16]. En Colombia se han realizado estudios
en mujeres jovenes y adultas [17], aunque todas las mujeres enroladas pertenecian a
la ciudad de Bogota. Este estudio presenta hallazgos sobre la incidencia, resolucién y
persistencia de la infeccién por el VPH en mujeres jovenes y adultas con lesion cervical o
sin ella, que han sido sometidas a una cohorte en tres zonas geograficas de Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Se reclutaron durante el 2007 y 2009, mujeres entre los 18 y 60 anos de edad que asistie-
ron al servicio de citologfa de distintos centros de salud: hospital de Engativd (Bogotd,

D. C.), hospital San Rafael de Girardot (Girardot), hospital San Juan Bautista (Cha-

parral). El seguimiento se realizé cada 6 + 2 meses; cada participante se someti6 a un
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examen pélvico para la extraccién de células cervicales para la citologia y deteccion del
vPH; ademds, debia llenar una encuesta con los datos sociodemogrificos y firmar el con-
sentimiento informado. Todos los procedimientos realizados en el presente estudio los
aprobaron los Comités de Etica de cada uno de los hospitales que participaron en él.

La muestra de células endocervicales para la deteccién del vPH se mantuvo en tubo de
vidrio con 2,5 ml de etanol al 95% [18, 19] y se almacené a 0 °C, para su posterior pro-
cesamiento. Cada muestra se centrifugd y se lavé una vez con PBS; después se incubd
en 100 pL de buffer de lisis (10 mM Tris-HCL [pH 7,9], 0,45% Nonidet p-40, 0,45%
Tween 20 pg/mly 60 pug/ml de proteinasa K) a 60 °C por 1 hy a continuacién a 95 °C
durante 10 min [20]. A todas las muestras se les realizé una amplificacién usando los
iniciadores GH20/PC04 de la B-globina humana, prueba utilizada para garantizar la
presencia de ADN [21, 22,23, 24].

A los sobrenadantes obtenidos del tratamiento con buffer de lisis se les practican dos
protocolos de PCR; el primero, utilizando los iniciadores consenso GP5+/GP6+ y el
segundo con los iniciadores MY09/MY11, para amplificar la regiéon L1 de genoma del
vPH de alto riesgo [23, 24, 25, 26].

La reaccién con los iniciadores GP5+/GP6+ [23], se realizé a un volumen final de 20
ul, con las siguientes condiciones: 2 pl de buffer 10x (Bioline ), 100 uM de cada INTP
(Bioline ), 3 mM MgCl, (Bioline ), 1 U de Taq polimerasa (Bioline ) y 40 pmol de cada
iniciador. La mezcla de PCR se desnaturalizé a 94 °C por 10 min, seguida de 35 ciclos
de amplificacion en termociclador Perkin Elmer CETUS-USA; cada ciclo consisti6 en
94 °C por 30 s, 42 °C por 30 s y 72 °C por 30 s; la elongacién final se realizé a 72 °C

durante 7 min.

La reaccién con los iniciadores MY09/MYO011 [25], se efectué con un volumen final
de 20 pl. La mezcla de PCR se desnaturalizé a 94 °C por 5 min, seguida de 40 ciclos de
amplificacién; cada ciclo consisti6é en 94 °C por 30's, 51 °C por 45 sy 72 °C por 45 s;

la elongacién final se realizé a 72 °C durante 7 min.

Como control negativo para ambas reacciones, se utilizé agua free (GIBCO) [27] y
como control positivo, células Sf21 infectadas con ADN de la proteina L1 del vrPH-16
y VPH-18, la cual se extrae a partir de epitelios cervicales infectados [28]. Las PCR se
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con SYBR safe (Invi-
trogen), utilizando el escdner molecular imagen Fx BIO RAD"y el software Quantity
One”.

Las muestras positivas para uno o ambos protocolos con los iniciadores genéricos se
consideraron positivas para el VPH; por tanto, se sometieron a PCR con iniciadores
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tipo-especificos, para evidenciar el tipo del vPH involucrado en la infeccién. Estos ini-
ciadores se alinean con regiones de las proteinas tempranas ES, E6 y E7 de los vPHAR
16, 18, 31, 33,45y 58, los cuales se encuentran relacionados con el 90% de los casos de
céncer cervical reportados en el 4mbito mundial [24, 25, 26,27, 28, 29].

El andlisis estadistico para el presente estudio fue de tipo descriptivo, se utilizé el pro-
grama STATA 9.0" para el procesamiento de los datos. La incidencia, resolucién y
persistencia de las infecciones se expresaron en funcién de tasas, obtenidas a partir
de la tabulacién de los resultados de PCR y la informacién recopilada en la historia
clinica del paciente; la curva de Kaplan-Meier permitié representar de forma gréfica
los distintos comportamientos de la infeccidon por el vPH en la poblacién en estudio,
teniendo en cuenta las entradas y salidas de los participantes del seguimiento, en tiem-
pos distintos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para el estudio se reclutaron 1.433 mujeres durante el 2007 y 2009, de las cuales 1.245
contaban con exdmenes completos; es decir, posefan un resultado de muestra satisfac-
toria para la PCR bien sea negativo o positivo, resultado de citologia, diligenciamiento
y firma de la encuesta para la historia clinica y el consentimiento informado, para cada
uno de los seguimientos en los cuales haya participado la paciente. El promedio de
edad en las participantes del estudio fue de 42 afios, el intervalo y duracion de las visitas
oscilé entre seis meses y un ano, las mujeres permanecieron entre un ano y dos afios en
el estudio.

Estas pacientes se agruparon segun las caracteristicas de la linea base en el estudio, para
los distintos andlisis de incidencia, persistencia y resolucién. De esta manera se obtuvo
un grupo de 526 mujeres que iniciaron el estudio sin infeccién (PCR negativa) y sin
lesién (citologia negativa), y otro grupo de 619 mujeres que en la visita inicial presen-
taban infeccién (PCR positiva) con lesion cervical o sin ella.

Con el primer grupo de 526, se pudieron obtener resultados acerca de la incidencia
de infeccién por el VPH y de las lesiones; para esto se analizaron dos desenlaces: para
infeccidn y para lesion.

Desenlace de la infeccién

Las 526 mujeres de este subgrupo aportaron para este estudio un momento en riesgo de
150.022 dias; esto es, el periodo durante el cual la participante estd en riesgo de desarro-
llar infeccién, en este caso, durante el seguimiento.
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Para este estudio, la tasa de incidencia fue de 2,49 infecciones/1.000 mujeres/dia (IC
95%; 2,25-2,75). E150% de la poblacién se infectd a los 254 dias (mediana de inciden-
cia de la infeccién) con un total de 373 mujeres que presentaron infeccion en algun
momento de la cohorte.

La curva de Kaplan-Meier, obtenida para este grupo, permite observar que aproxima-
damente a los 1.000 dias del seguimiento es baja la probabilidad de encontrar alguna
mujer que no se haya infectado durante la cohorte (figura 1).

Al correlacionar los datos obtenidos con otros estudios de cohorte se observan dife-
rencias, ya que las condiciones y caracteristicas de las poblaciones difieren. Safacian y
col. en el 2010 [30] reportaron una tasa de 0,10 infecciones/1.000 mujeres/dia para
el vPH-16 en 291 mujeres; y una tasa de 0,05 infecciones/1.000 mujeres/dia, en 178
mujeres para el VPH-18 en una cohorte realizada en Costa Rica.

La curva de Kaplan-Meier, obtenida para este grupo, permite observar que aproxima-
damente a los 1.000 dias del seguimiento es baja la probabilidad de encontrar alguna
mujer que no se haya infectado durante la cohorte (figura 1).

Kaplan-Meier incidencia de infecciones
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Figura 1. Incidencia de infecciones segtin andlisis de Kaplan-Meier

La caracteristica distintiva del andlisis con el método de Kaplan-Meier, es que la pro-
porcion acumulada que sobrevive se calcula para el tiempo de supervivencia individual
de cada paciente y no se agrupan los tiempos de supervivencia en intervalos. Por esta
razdn, es especialmente util para estudios que utilizan un nimero pequeno de pacientes.
El método de Kaplan-Meier incorpora la idea del tiempo al que ocurren los eventos.
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Desenlace de la lesion

Para este desenlace, las 526 mujeres de este subgrupo aportaron un momento en riesgo
de 187.211 dias, periodo durante el cual cada participante estd en riesgo de desarrollar
lesién, para este caso, durante el seguimiento.

En este estudio, la tasa de incidencia fue de 0,043 lesiones/1.000 mujeres/dia (IC 95%;
0,021-0,086). No fue posible determinar una mediana de incidencia de la lesién, solo
ocho mujeres desarrollaron lesién en este grupo durante el seguimiento.

La curva de Kaplan-Meier, obtenida para este grupo, permite observar que la mayorfa
de las participantes de este subgrupo mantienen la condicién inicial, siendo muy baja
la probabilidad de encontrar mujeres que desarrollen lesion durante el seguimiento

(figura2).

Kaplan-Meier incidencia de lesiones
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Figura 2. Incidencia de lesiones segtin andlisis de Kaplan-Meier

Con el segundo grupo de 619 participantes se pudieron obtener resultados acerca de la
resolucién y persistencia de la infeccion.

Los datos obtenidos son comparables con otros estudios de cohorte que determinan
incidencia de lesiones, como el estudio de Louvanto y col. en el 2010 [11], quienes
reportaron una tasa de 0,0273 lesiones/1.000 mujeres/dia en una cohorte de 329 muje-
res en Finlandia, donde 14 desarrollaron lesion. Esto se explica por el hecho de que
las lesiones premalignas tardan en desarrollarse entre 5 a 10 afios, y en un estudio de
cohorte de dos afos es muy dificil medir la incidencia de las lesiones.
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La curva de Kaplan-Meier, obtenida para este grupo, permite observar que la mayoria
de las participantes de este subgrupo mantienen la condicién inicial, siendo muy baja la
probabilidad de encontrar mujeres que desarrollen lesion durante el seguimiento.

Desenlace de resoluciéon de las infecciones

En este desenlace se incluyeron las 619 mujeres de este subgrupo que aportaron un
momento en riesgo de 180.930 dias, periodo durante el cual cada participante estd en
riesgo de desarrollar lesion, para este caso, durante el seguimiento.

En este estudio, la tasa fue de 2,47 infecciones resueltas/1.000 mujeres/dia (IC 95%;
2,25-2,71). E1 50% de la poblacién hizo resolucién a los 260 dias (mediana de resolu-
cién de la infeccidn). Durante el seguimiento en este grupo, 447 mujeres resolvieron la
infeccién y, por tanto, 172 (27,8%) hicieron una infeccién persistente.

La curva de Kaplan-Meier, obtenida para este grupo, permite observar que aproxima-
damente a los 800 dias del seguimiento es baja la probabilidad de encontrar alguna
mujer que no haya hecho resolucién de la infeccién (figura 3 ).

Kaplan-Meier resolucion de infecciones
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Figura 3. Resolucién de infecciones segtin analisis de Kaplan-Meier

Desenlace de regresion de las lesiones

Dentro de este grupo de mujeres con infeccién al inicio del seguimiento, se encontrd
un subgrupo de mujeres que ademds de presentar infeccién por el VPH, también pre-
sentaron lesiones cervicales en sus citologfas y aunque fue un grupo pequefio se analizd
en ellas la regresion de las lesiones durante el seguimiento.
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Este subgrupo correspondi6é a 55 mujeres que contribuyeron con un momento en

riesgo de 12.748 dias.

Para este grupo de mujeres, la tasa de regresion para las lesiones fue de 3,92
regresiones/1.000 mujeres/dia (IC 95%; 2,97-5,17). El 50% de la poblacién hizo
regresién a los 214 dias (mediana de regresion de la lesion). 50 mujeres hicieron regre-
sién de las lesiones durante el estudio, solo cinco (10%) tuvieron lesiones cervicales
persistentes.

La curva de Kaplan-Meier, obtenida para este grupo, permite observar que aproxima-
damente a los 600 dias del seguimiento es muy bajo el porcentaje de mujeres con lesién

(figura4 ).

Kaplan-Meier regresion de lesiones
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Figura 4. Regresion de lesiones segtin analisis de Kaplan-Meier

Este tipo de andlisis estadistico que se da en funcién de tasas para las diferentes varia-
bles, permite ser aplicado en un estudio donde hay un intervalo considerable entre
visita y visita por cada una de las participantes del estudio; eso sumado a las variaciones
de la duracién en funcién del tiempo de las mujeres sometidas al seguimiento.

Cabe resaltar que los resultados obtenidos dardn la pauta para la realizacién de otros
estudios de cohorte con intervalos més estrictos, mayor duracién del estudio y que,
ademds, abarquen la totalidad del territorio colombiano, contribuyendo de esta manera
a un conocimiento mds aproximado sobre la incidencia y resolucion de la enferme-
dad; pues aunque hasta ahora existen estudios de seguimiento similares a este, ninguno
abarca otras zonas del pais aparte de la capital (Bogotd), lo cual es muy importante
debido a las diferencias socioecondmicas, culturales y climéticas que afectan el com-
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portamiento del virus del papiloma humano en las diferentes poblaciones femeninas y,
de igual manera, su aporte para el desarrollo del cancer de utero.

CONCLUSIONES

Pocos son los estudios de cohorte en Colombia que abarcan poblaciones de distin-
tas zonas del pais para el entendimiento de la dindmica de la infeccién del virus del
papiloma humano (VPH). Por tanto, el presente estudio no solo abarca la poblacién
femenina de diversas zonas del pais (Bogot4, Girardot y Chaparral), sino también de
diferentes caracteristicas socioecondmicas y culturales, ya que la problemdtica de la
infeccidn tiene un componente geogréfico. Con este estudio se puede vislumbrar un
acercamiento en cuanto a la incidencia y resolucién de las infecciones por el vVPH expre-
sado en tasas.

Los resultados reportados tienen semejanzas y diferencias con otros estudios realizados
en otros paises, lo cual se puede explicar por las diferencias de culturas y costumbres
enmarcadas en zonas geogréficas del mundo, totalmente distintas.

Este estudio de cohorte puede servir de base a otros estudios que contemplen interva-
los estrictos, asi como una visita base en donde se pueda partir de mujeres que no han
estado en contacto con el virus (mujeres virgenes) y de esta manera tener una idea més
acertada de la incidencia de la infeccion.

Para los estudios dirigidos hacia la problemdtica de las lesiones premalignas, malig-
nas y hasta el cincer cervical, el seguimiento debe abarcar mas de cuatro anos. De esta
manera se podra observar la aparicién y regresién de estas lesiones; de lo contrario, se
obtendran datos como los reportados en este estudio en el grupo de las 55 mujeres, en
donde el cambio a través del tiempo no se hizo perceptible.

La implementacién de nuevas tecnologias en biologia molecular y pruebas diagnos-
ticas estindar y sensibles para detectar la infeccién de manera temprana, en conjunto
con estudios estadisticos, contribuirfa a la disminucién y tratamiento temprano de esta
enfermedad mucho antes de desarrollar el cdncer.
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